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研究成果の概要（和文）：ほ乳類の概日リズムは脳視床下部の視交叉上核に存在する中枢時計により調節される。視交
叉上核は約２万個の神経細胞がネットワークを形成し、睡眠覚醒やホルモン放出などの生理機能を調節するが、神経細
胞の集団レベルでの現れてくる機能やその背後にあるメカニズムの多くは不明である。
　本研究課題では、概日リズム観察に特化した長期蛍光タイムラプスイメージング法を用いて、神経細胞ネットワーク
レベルでで概日リズムを高空間分解能にかつ網羅的に可視化解析した。さらに時計遺伝子発現や神経細胞発射活動、膜
電位の概日リズムを同時に捉えることに成功し、概日リズムの神経細胞ネットワークレベルでの発振機構の一端を解明
した。

研究成果の概要（英文）：Circadian clocks in mammals are controlled by neuronal network activities in the 
suprachiasmatic nucleus (SCN) of the hypothalamus in the brain. The SCN controls 24h rhythms in 
physiology and behavior, such as sleep-wake cycles, hormone release, etc. However, the network-level 
mechanisms of circadian rhythm are poorly understood.
 In the present study, we performed large-scale time-lapse imaging in large population of neurons in the 
SCN. I combined the methods of fluorescence imaging of intracellular calcium ion, bioluminescence imaging 
of clock gene expression, multi-electrode array dish for detecting neuronal firings, or voltage-sensitive 
fluorescent probes, and I succeeded, for the first time, in simultaneous recording of multiple neuronal 
functions (Calcium, gene expression, neuronal firing, etc) from identical locations in same SCN. I 
analyzed spatial patterns and temporal order of these functions, and found the functional link between 
these rhythms.

研究分野： 神経生理学
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１．研究開始当初の背景  
近年の分子生物学の技術革新により、生物リ
ズム（生物時計）の分子機構の研究は飛躍的
に進展し、哺乳類細胞においても時計の動き
を分子・細胞レベルで観察することが可能と
なった。これにより単一細胞レベルでの機能
解明が急速に進み、個々の細胞でのリズム発
振機構の分子メカニズムが次々と明らかと
なってきている。しかしながら、細胞集団で
現れてくる機能については未解明の問題が
山積しており、例えば主要な時計遺伝子を欠
損した動物でも細胞集団レベルでは機能が
代償され明瞭なリズムが観察されることや、
組織や個体レベルで出現する外界情報の取
捨選択能など、細胞集団に起因する特徴的な
機能の存在が示唆されている。これらの現象
は、多細胞集団の形成、および、各細胞間・
領域間の結合により生み出される推測され
ている。こうした細胞集団としての特性や重
要な未解決問題は、従来の分子生物学的手法
を中心とする還元的実験アプローチや、従来
の遺伝子リズム解析及び数理モデルの構築
などの単独の手法のみでは解き明かせる見
通しが立っておらず、生物時計中枢ネットワ
ークへの理解の為には、細胞集団を網羅的に
高空間分解能で可視化する技術が必須のも
のであり、これらの観察技術により神経細胞
間や領域間の結合メカニズムを解析するこ
とで、生物時計中枢を司る神経細胞ネットワ
ークの作動基盤を解明することが必要であ
る。 
 
２．研究の目的  
哺乳類の中枢時計は脳視床下部の視交叉上
核に存在する。視交叉上核は両脳で約２万個
の神経細胞が機能的なネットワークを形成
し、階層的な多振動体構造を形成し、睡眠覚
醒、動物行動リズムなどの全身の生理機能を
制御している。個々の神経細胞におけるリズ
ム発振機構は、時計遺伝子の転写翻訳ループ
が想定され、近年詳細な分子機構の解析が進
んでいる。一方で、神経細胞集団で現れる機
能については未解明問題が山積しており、そ
の機能的性質や作動基盤は不明である。 
	 本研究では私達が開発した長期蛍光タイ
ムラプス計測法により、神経細胞ネットワー
クレベルで概日リズムを高空間分解能に網
羅的に可視化解析することで、概日リズム中
枢を司る神経細胞ネットワークの作動基盤
を解明することを目的で研究を行った。特に
高感度カルシウムセンサーを用い、細胞内カ
ルシウム濃度を指標として神経細胞の活動
を捉えることで、神経細胞ネットワークの活
動を計測する。さらに様々な機能プローブや
時計遺伝子発現の発光レポーター、多電極ア
レイディッシュ等の方法を組みわせること
で、複数の細胞機能を同時に捉え、１細胞か
らネットワークレベルでの神経細胞の機能
を多角的に捉えることで、その作動基盤を解
明する。 

３．研究の方法  
野生型および時計遺伝子欠損マウスから視
交叉上核の培養組織スライスを作成し、アデ
ノ随伴ウイルスの感染発現により高感度カ
ルシウムセンサーおよび膜電位センサーを
神経細胞特異的に発現させた。また各種 Cre
発現マウスを用い、細胞種特異的に機能セン
サーを発現させた。蛍光シグナルは、倒立顕
微鏡に取り付けたニポウディスク型共焦点
と高感度 CCD カメラにより捉えた。	
	 また時計遺伝子レポーターマウス
（PER2::LUC）から作成した視交叉上核に、
カルシウムセンサーを感染発現させ、多電極
ディッシュアレイ上に静置培養し、正立顕微
鏡と高感度 CCD カメラによる光計測により、
時計遺伝子発現・カルシウム濃度・神経発射
活動の概日リズムを同時計測した。ネットワ
ークレベルの概日リズムは、画像データを用
いてリズムパラメーターの空間マッピング
プログラムにより振幅、位相、周期などの空
間分布を算出した。	
	
４．研究成果	
（１）３機能同時計測	
これまで確立した概日カルシウムリズムの
計測に加え、時計遺伝子発現の発光測定、多
電極ディッシュアレイによる神経発射活動
の計測法を組み合わせることで、時計遺伝子
発現・カルシウム濃度・神経発射活動の 3機
能の概日リズムを、視交叉上核の同一領域か
ら計測することに世界で初めて成功した。カ
ルシウムは細胞内で時計遺伝子と入出力を
つなぐ主要な中間分子であり、神経発射活動
は出力そのものを反映することから、３者の
関係性を知れば、時計発振機構の実態に迫る
ことが可能となる。	
	 実験では、野生型動物において明瞭な 3機
能の概日リズムを観察し、カルシウムリズム
は神経発射リズムより２時間程位相前進し、
時計遺伝子発現リズムからは 6時間位相前進
し、その位相関係を保ってリズムが継続して
いた。また光シグナルのリズムパラメーター
の空間解析により（Enoki	et	al.,	PNAS,	
2012）、カルシウムリズムと時計遺伝子発現
リズムは、背側領域は腹側領域と比較し位相
前進しており、両者の空間位相特異性は相似
していることを観察した。	
	

図１：３機能同時計測	
	
	 さらに遺伝子発現ループを形成する主要
な 時 計 遺 伝 子 で あ る Cryptochrome1/2	
(Cry1/2）の時計遺伝子二重欠損動物を用い
同様の解析を行った。これまでの私たちのグ



ループの先行研究により、発達期の Cry1/2
二重欠損動物では、神経間連絡が著しく減弱
していることが分かっている（Ono	et	al.,	
Nat.Com,	2013）。	
	 その結果、Cry1/2 二重欠損動物では、3機
能の概日リズムは振幅が減弱し、短周期で不
安定であった。またカルシウムリズムと時計
遺伝子発現リズムは、ネットワークレベルの
位相特異性が崩れており、特に背側領域では
カルシウムリズムが消失していた。さらに、
腹側領域では時計遺伝子とカルシウムのリ
ズム位相関係が 2時間程短縮していることか
ら、概日カルシウムリズムは時計遺伝子のコ
アループによる制御と、細胞間連絡に由来す
る制御の 2種類の機構が存在することが分か
った。これらの研究成果は論文投稿準備中で
ある。	
	
（２）膜電位リズムの光計測	
視交叉上核の神経細胞は膜電位や神経発射
頻度の概日リズムが存在することが知られ
ている。従来のパッチクランプ計測や多電極
アレイディッシュによる計測では、空間解像
度が低いなど技術的な限界がある。神経細胞
ネットワークレベルで、かつ高い空間分解能
で長期的に膜電位リズムを計測するため、タ
ンパク質型の膜電位感受性プローブをアデ
ノ随伴ウイルスにより感染発現させ、長期蛍
光タイムラプス計測により膜電位の概日リ
ズムの計測を試みた。	
	 その結果、視交叉上核全体で明瞭な膜電位
リズムが観察され、さらにカルシウムプロー
ブの同時感染発現により、両者の概日リズム
の時間空間的な差異を観察することが可能
となった。また細胞種特異的な蛍光プローブ
の発現により、視交叉上核を構成する細胞の
種類別に膜電位とカルシウムの概日リズム
を計測し、細胞種に特徴的な性質と差異を見
出した。これらの研究成果は論文投稿準備中
である。	
	

図２：膜電位リズムの観察	
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